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本論文では、糖尿病治療薬開発への応用を念頭に置いた、インスリンが関わる生細胞応答の



































作製した。このプローブはインスリン存在下でのみ、「 (Nluc-αCT) －  (インスリン )－ 
(L1-YPet)の複合体を形成し、Nluc と YPet が近接した結果に由来する」と考えられる












では、インスリン受容後に発現が増加する GLUT1 mRNA と発現が減少する GLUT4 mRNA
の発現応答モニタリングに挑戦した。本研究では、各 GLUT mRNA を検出すると
Fluorescence Resonance Energy Transfer（FRET）シグナルを発する DNA ナノピンセッ
ト構造体（DNA-NT）を新たにデザインした。この DNA-NT は、標的 mRNA と結合すると、
構造が開いた状態から閉じた状態へと変化し、あらかじめ修飾した蛍光色素 Cy3 と Cy5 間
で FRET シグナルを生じる。肝臓の細胞株である Hepa1-6 細胞にインスリン刺激を与えた
後に固定し、各 DNA-NT を用いて蛍光イメージング解析を行った。その結果、GLUT1 の場
合、インスリン受容細胞の小胞体あるいは核と思われる部位に FRET シグナルが強く検出さ
れた。GLUT4 の場合はインスリン受容前と比べ、小胞体あるいは核と思われる部位の FRET
シグナルが減少していた。このことから、肝臓細胞内の各 GLUT mRNA を検出するための
DNA-NT 作製に成功したと結論した。そこで生細胞に DNA-NT を導入し、インスリン受容
後の各 GLUT mRNA 発現応答を単一細胞レベルで評価した結果、個々の細胞によって大き
く異なる応答挙動が観察された。一方、評価系全体の積算値は従来法で測定した細胞群応答







評価する必要があると考えた。そこで第 4 章では、第 2 章で開発したインスリン検出プロー
ブを発現させたセンサー細胞を作製し、単一生細胞レベルでのインスリン分泌応答評価法開

















泌応答を評価することに成功した。第 3 章では、インスリン受容後の GLUT1、GLUT4 mRNA
発現応答評価が、DNA-NT を用いると単一細胞レベルで可能であることが示唆された。第 4
章ではインスリンセンサー細胞を用いると単一細胞レベルでのインスリン分泌応答評価が可
能であることが示唆された。 
以上の様に本研究では、従来困難であった、「インスリン分泌応答」と「インスリン受容後
の遺伝子発現応答」の連続測定を単一生細胞レベルで実現し、評価するための基盤技術創出
に成功した。今後は本研究で作製した評価系を組合わせることによって、単一細胞レベルで
複数種の長期細胞応答を評価することが可能になり、より生体内の細胞応答に近い応答を指
標とした薬剤開発が実現すると期待される。 
 
